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La presente invention concerne le domaine de la biologie. Elle concerne 
notamment le domaine de la regulation de I'expression de genes et, plus 
particulferement, elle decrit la mise au point et le developpement d'un nouveau 
systeme de regulation pharmacologique de I'expression de transgenes. L'invention 
5 repose notamment sur I'utilisation de constructions d'origine humaine pour activer 
la transcription du transgene. L'invention decrit ainsi de nouvelles compositions, 
constructions et methodes permettant la regulation efficace de I'expression d'un 
acide nucleique in vitro, ex vivo ou in vivo, par exemple dans les cellules 
musculaires. Les applications qui decoulent de la presente invention sont 

10 nombreuses, dans les domaines experimentaux, cliniques, therapeutiques ou 
diagnostiques, par exemple. 

Le controle du niveau et de la duree de I'expression des transgenes est 
necessaire pour de nombreuses applications. Ainsi, en therapie genique, le succes 
de la therapie peut requerir un dosage specifique de la proteine synthetisee a partir 

15 du transgene. De rneme, la production de proteines recombinantes in vitro peut 
etre amelioree en utilisant des systemes d'expression inductibles, permettant par 
exemple de decoupler les phases de croissance et de production. La construction 
d'animaux transgeniques, I'etude des effets d'un gene ou de la biodisponibilite 

> 

d'une proteine, etc. sont autant de situations dans lesquelles un controle approprie 
20 de I'expression genetique peut etre mis en ceuvre et apporter des ameliorations. 

Differents regulateurs de transcription artificiels ont ete con$us dans I'art 

anterieur, actives par une molecule xenobiotique qui se lie sur les sequences 

promot rices de la transcription du transgene. 

Une premiere illustration de ces regulateurs a ete construite par fusion du 
25 represseur Lac de E. coli avec le domaine transactivateur de VP1 6 du virus heroes 

simplex (HSV). Deux versions de ces regulateurs existent, Tune pouvant etre 

activee par Tisopropyl b-D-thiogalactoside (IPTG) et Tautre inactivee par PIPTG 

(Bairn S. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A 88 (1991) 5072-5076 ; Labow M. et 

coll., Mol. Cell. Biol., 10 (1990) 3343-3356). 
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Un autre systfeme a et6 construit par fusion du represseur Tet de E. coli avec 
le domaine transactivateur de VP16 de HSV. II existe 6galement deux versions de 
ces regulateurs, Tune pouvant etre activee par la tetracycline ou ses derives et 
Fautre inactivee par ces memes molecules (Gossen M. et Bujard H., Proc Natl 
5 Acad Sci U S A, 89 (1992) 5547-5551; Gossen M. et coll., Science, 268 (1995) 
1766-1769). 

Un autre systeme a ete construit par fusion du domaine de liaison a PADN de 
la proteine GAL4 de S. cere visiae a vec le domaine de liaison au ligand du 
recepteur humain a la progesterone et le domaine transactivateur de VP16 de 

10 HSV, cette version est activee par un analogue de la progesterone tel que le 
RU486 (Wang Y. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 91 (1994) 8180-8184). Une 
fusion du recepteur a Tecdysone de drosophile avec le domaine transactivateur de 
VP16 de HSV a egalement ete decrite, activee par I'ecdysone et les analogues de 
cette hormone steroTdienne (No D. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 93 (1996) 

15 3346-3351). Un autre systeme tire parti de la capacite de certaines molecules 
immunosuppressives (cyclosporine A, rapamycine et ses derives) de promouvoir 
('association de certaines proteines cellulaires. Un regulateur transcriptionnel est 
alors constitu§ de deux sous-unites proteiques, la premiere peut etre formee par la 
fusion d'un domaine de liaison a TADN chimerique et de trois copies de la proteine 

20 humaine FKBP et la deuxieme par la fusion du domaine de liaison & la rapamycine 
de la proteine humaine FRAP et du domaine transactivateur de la sous-unite p65 
de NFkB humain. Ce regulateur transcriptionnel est active par la rapamycine qui 
permet la dimerisation des deux sous-unites (Rivera V. et coll., Nat Med., 2 (1996) 
1028-1032). 

25 Meme si ces syst&mes permettent d'obtenir des niveaux de regulation 

satisfaisants dans certains tissus, ils presentent neanmoins certains inconvenients 
qui limitent leurs conditions d'utilisation. Ainsi, ces regulateurs transcriptionnels 
sont des proteines xenogSniques chez Thomme. Elles sont en effet constituees de 
fragments proteiques proven ant de bacterie, de virus, de levure ou d'insecte ou, 

30 lorsque les domaines proteiques sont d'origine humaine, leur jonction cree des 
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sequences etrangeres a I'homme. Ces domaines proteiques peuvent done induire 
une reaction immunitaire cytotoxique, entraTnant la destruction des cellules qui 
expriment le gene d'interet sous controle du regulateur transcriptionnel 
xenogenique, et ainsi I'arret de I'expression du transgene. Cette situation peut 

5 imposer le recours a des administrations repetees du gene therapeutique, ce qui 
constitue un inconvenient important, notamment lorsque cela implique un acte 
chirurgica! traumatique, et qui n'est pas toujours efficace, notamment lorsque le 
vecteur du gene therapeutique est un virus doht la premiere injection provoque une 
reaction immunitaire. En outre, les niveaux d'expression observes avec les 

10 systemes de regulation de I'art anterieur ne sont pas toujours satisfaisants. 

II existe done un besoin d'un systeme de regulation de I'expression ameliore, 
compatible avec un usage in vivo, utilisable dans differents tissus, et assurant des 
niveaux d'expression importants a I'etat active. La presente invention apporte une 
solution a ces problemes. 

15 La presente invention concerne en effet un systeme de regulation utilisant un 

activateur d'origine humaine. Ceci doit permettre d'eviter les administrations 
repetees du gene therapeutique. 

La presente invention decrit en particulier un systeme ameliore d'expression 
inductible utilisant les recepteurs nucleaires PPAR (Peroxisome proliferator- 

20 activated receptors) comme regulateurs transcriptionnels. Utilisation de PPRE 
dans un systeme d'expression hepatospecifique a ete decrit dans la demande WO 
98/21349. Le systeme ameliore selon I'invention permet a present de produire le 
regulateur transcriptionnel (une proteine PPAR d'origine humaine, et done 
essentiellement non xenogenique chez I'homme). Le promoteur inductible, qui 

25 contrdle I'expression du transgene, est compose d'une part d'un promoteur 
minimum et d'autre part d'un element de reponse aux PPAR (PPRE). Le systeme 
de I'invention est activable, in vitro et egalement in vivo, en particulier dans le 
muscle, par les ligands specifiques des PPAR. De plus, le niveau d'expression du 
transgene, obtenu apres activation, est comparable a celui d'un promoteur fort 

30 comme le promoteur hCMV-IE. 



Le systeme seion la presente invention presente done de nombreux 
avantages, a la fois en termes d'induction importante, de tolerance (notamment 
pour un usage in vivo), de force et de conditions d'utilisation. 

Uinvention decrit done de nouvelles constructions pour la realisation et la 
mise en oeuvre de ce systeme, notamment des regions promotrices, des cassettes 
d'expression et des plasmides. Uinvention decrit aussi des constructions nouvelles 
de PPAR permettant un controle ameliore de 1'expression de g6nes, ainsi que des 
combinaisons de ces differentes constructions. Uinvention montre en outre que 
ces methodes et compositions permettent un controle et une regulation importants 
de Pexpression in vitro et in vivo. Uinvention concerne aussi des cellules 
comprenant des constructions de 1'invention, ainsi que des methodes de criblage 
de composes ligands des PPAR, par exemple. 

Plus particulferement, un premier objet de I'invention reside dans une 
composition comprenant: 

(a) un premier element comprenant un acide nucleique d'interet sous controle 
d'un promoteur inducible comprenant un element de reponse a un PPAR et un 
promoteur transcriptionnel minimal, et 

(b) un deuxieme element comprenant un acide nucleique codant un PPAR 
sous controle d'un promoteur transcriptionnel, 

en vue de leur utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

Dans un mode plus parttculier, les compositions de ('invention comprennent 
en outre: 

(c) un ligand de PPAR, 

egalement en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

Avantageusement elles comprennent en outre un element (d) comprenant un 
acide nucleique codant un r6cepteur retinoide X (RXR) sous controle d'un 
promoteur transcriptionnel. 
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L'expression en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le 
temps indique que les Elements (a), (b) et, le cas echeant, (c) et/ou (d) peuvent 
etre prepares separement, conditionnes separement, et utilises sequentiellement, 
5 pour permettre le controle de l'expression de Pacide nucleique d'interet. 
Typiquement, les elements (a) et (b), et eventuellement (d) sont prepares et 
conditionnes ensemble, alors que le compost c) est conditionne separement et 
utilise de maniere espacee dans le temps avec (a) et (b), et eventuellement (d), la 
combinaison de ces differents elements dans une cellule, un tissu, un organe, etc. 
10 conduisant a I'effet de regulation d'expression recherche. 

A cet egard, dans un mode particulier de realisation d'une composition de 
('invention, les elements (a), (b) et eventuellement (d) sont portes par des 
constructions genetiques distinctes. 

Dans un autre mode particulier et prefere de realisation d'une composition de 
15 I'invention, les elements (a), (b) et eventuellement (d) sont assembles dans une 
meme construction genetique. La presente invention decrit ainsi des constructions 
genetiques complexes permettant l'expression d'un produit d'interet et d'un PPAR. 
Ces constructions sont particulierement avantageuses puisqu'elles component, a 
elles seules, I'ensemble des elements genetiques necessaires a l'expression 
20 regulee de I'acide nucleique d'interet. 

La ou les constructions genetiques peuvent etre de nature et/ou d'origine 
variees, notamment plasmidique, episomique, chromosomique, virale, phagique, 
etc. Preferentiellement, la construction genetique est un vecteur plasmidique ou 
viral. 

25 A titre illustratif de plasmides portant separement les elements (a) ou (b) on 

peut citer par exemple les plasmides JxnS-TK-pGL3, JxnAS-TK-pGL3, DRIxnS- 
TK-pGL3, DR1 xn AS-TK-pGL3, JxnAS-CMV-pGL3, pSG5-hPPARg2g2, ou JxlOAS- 
CMV-EF-pGL3, qui seront decrits en details plus loin. 

A titre illustratif de plasmides dans lesquels les elements (a) et (b) ont ete 

30 assembles, on peut citer par exemple les plasmides Jx5AS-TK-Luc-hPPARg2, SV- 
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g2-J10-C-pGL3 ( hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK~pGL3 ou hPPARg2-CMV-Jx10AS- 
CMV-pGL3, qui seront decrits en details plus loin. 

Comme exemple de vecteur viral, on peut citer notamment un adenovirus 
recombinant, un retrovirus recombinant, un AAV, un herpes virus, un virus de la 
5 vaccine, etc., dont la preparation peut etre realisee selon les methodes connues 
de I'homme du metier. 

L'agencement et la structure des constructions genetiques seront decrits plus 
en detail dans la suite du texte. 

A cet egard, comme indique ci-avant, I'element (a) comprend un promoteur 
10 inductible comprenant au moins: 

- un element de reponse a un PPAR, et 

- un promoteur transcriptionnel minimal. 

Un element de reponse a un PPAR (PPRE, "Peroxysome Proliferator 
Response Element") est une region decide nucleique capable de fixer un PPAR, la 

15 liaison du PPAR pouvant ensuite medier un signal vers des regions nucleiques 
voisines. Un element de reponse a un PPAR est done une region d'acide 
nucleique capable de lier les PPAR. Pour la mise en ceuvre de linvention, 
I'element de reponse & un PPAR comprend plus particulierement un ou plusieurs 
sites de liaison du PPAR. De tels sites de liaison ont ete decrits dans Tart 

20 anterieur, comme par exemple dans differents promoteurs humains (gdne de 
I'apolipoproteine All, par exemple). De tels sites peuvent 6galement §tre construits 
artificiellement, et testes pour leurs proprietes de PPRE, comme il est decrit ci- 
apres. 

Dans un mode particulier de realisation, l'6lement de reponse & un PPAR 
25 comprend un ou plusieurs sites de s6quence TCAACCTTTACCCTGGTAG (SEQ 
ID NO:1) ou de variants fonctionnels de cette sequence. La s6quence SEQ ID 
NO:1 correspond k la region J du promoteur de PapoAII humain (nucleotides -734 
^-716). 

Dans un autre mode particulier de realisation, Teiement de reponse k un 
30 PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence AGGTCAAAGGTCA (SEQ ID 
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N0:5) ou de variants fonctionnels de cette sequence. La sequence SEQ ID NO: 5 
correspond a la region consensus DR1 . 

Le terme variant fonctionnel designe toute sequence modifiee conservant les 
proprietes de PPRE telles que mentionn6es ci-dessus, c'est-a-dire notamment la 
5 capacite de Her un PPAR. Les modifications peuvent comprendre une ou plusieurs 
additions, mutations, deletions et/ou substitutions de nucleotides dans la sequence 
consideree. Ces modifications peuvent etre introduces par les methodes 
classiques de la biologie moleculaire, telles que notamment la mutagenese dirig6e 
ou, plus pratiquement, par synthase artificielle de la sequence dans un 

10 synthetiseur. Generalement, les variants conservent au moins 50% des residus de 
la sequence initiate indiquee. Plus preferentiellement, les variants possedent des 
modifications affectant moins de 5 nucleotides dans la sequence consideree. Les 
variants ainsi obtenus sont ensuite testes pour leur activite de PPRE. Cette 
propriete peut etre verifiee de differentes fa?ons, et notamment: 

15 (i) par mise en contact de la sequence test avec un PPAR et un recepteur 

retinoide X (RXR), preferentiellement dans un test acellulaire, et detection de la 
formation d'un complexe (par exemple par retard de migration sur gel); 

(ii) par insertion de la sequence test dans une cassette d'expression 
comprenant un promoteur minimal et un gene reporter, introduction de la cassette 

20 dans une cellule, et detection (le cas echeant dosage) de Pexpression du gene 
reporter en presence et en I'absence d'un PPAR et d'un ligand d'un PPAR; 

(iii) par toute autre technique connue de I'homme du metier, permettant de 
mettre en evidence (interaction entre un acide nucleique et une proteine, par 
exemple. 

25 Un variant est considere comme fonctionnel au sens de la pr6sente invention 

lorsque Tactivite mesuree, par exemple en (ii) ci-dessus, est preferentiellement au 
moins egale a 50% de celle mesuree avec un site de sequence SEQ ID NO:1 ou 5, 
plus preferentiellement au moins egale a 75%. Des variants fonctionnels de sites 
de liaison de PPAR au sens de I'invention sont decrits par exemple dans Juge- 
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Aubry et al. (J. Biol. Chem. 272 (1997) 25252) et dans Nakshatri et al. (NAR 26 
(1998) 2491), incorpor6s a la presente par reference. 

Les recepteurs retinoides X (RXR) sont cod6s par tois g6nes RXRa, RXRp et 
5 RXRy, dont I'isolement et la sequence ont 6t6 decrits (Mangelsdorf DJ et al (1990), 
Nature 345, 224-229 ; Mangelsdorf DJ et al (1992), Genes Dev6, 329-344). 
Preferentiellement I'element (d) code pour le RXRa humain. 

En ce qui concerne Pheterodimerisation PPAR/RXR, deux revues peuvent etre 
10 consultees : Mangelsdorf DJ and Evans RM (1995), Cell 83 t 841-850 et Wilson TM 
and Wahli W (1 997), Current Opinion in Chemical Biology 1 , 23.5-241 . L'article de 
Schulman IG et al (1998), Molecular and Cellular Biology 18, 3483-3494 decrit la 
transactivation par I'heterodimere PPARy/RXRa 

15 (.'utilisation de TSIement (d) est susceptible de synergiser I'activite de i'element (b). 

Comme indique ci-avant, dans les compositions selon I'invention, l f el§ment de 
reponse au PPAR peut comprendre plusieurs sites de liaison & un PPAR, II peut 
s'agir d'une repetition d'un meme site, ou de combinaisons de sites differents, la 

20 repetition de sites identiques etant preferee. Plus particulierement, Telement de 
r6ponse comprend jusqu'i 30 sites de liaison, de preference de 3 k 20, plus 
preferentiellement de 5 a 1 5. Un mode de realisation prefere de I'invention est une 
construction comprenant de 10 k 15 sites de liaison, les resultats presentes dans 
les exemples montrent en effet les proprietes avantageuses de telles constructions 

25 en termes deduction et de niveaux d'expression, notamment dans les cellules 
musculaires. 

Pour la realisation d'un promoteur inductible selon r6l6ment (a) des 
compositions de I'invention, T§lement de r6ponse au PPAR est associ§ & un 
promoteur minimal transcriptionnel. Le promoteur minimal est un promoteur 
30 transcriptionnel ayant une activite basale faible ou inexistante, et susceptible d'etre 
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augmentee en presence d'un activateur transcriptionnel (['interaction d'un PPAR 
activ6 avec I'element PPRE). Un promoteur minimal peut done §tre un promoteur 
naturellement faible dans les cellules mammifere, e'est-a-dire produisant une 
expression non toxique et/ou non suffisante pour obtenir un effet biologique 
5 prononce. Avantageusement, un promoteur minimal est une construction preparee 
a partir d'un promoteur natif, par deletion de region(s) non essentielle(s) k I'activite 
transcriptionnelle. Ainsi, il s'agit de preference d'un promoteur comprenant 
essentiellement une boite TATA, generalement d'une taille inferieure a 160 
nucleotides, centree autour du codon d'initiation de la transcription. Un promoteur 

10 minimal peut ainsi etre prepare a partir de promoteurs viraux, cellulaires, forts ou 
faibles, tels que par exemple le promoteur du gene de la thymidine kinase (TK) du 
virus de I'herpes, le promoteur immediat du CMV, le promoteur PGK, le promoteur 
du gene de la creatine kinase musculaire (MCK), les promoteurs des genes des 
differentes isoformes d'actine du muscle squelettique, le promoteur du g6ne de la 

15 desmine, le promoteur du g6ne de la vimentine, les promoteurs des g&nes de 
chaTne legere ou chaine lourde de la myosine, etc. Des exemples particuliers de 
promoteurs minimum sont represents par les nucleotides -54 a +48 du CMV ou - 
1 05 a +56 du promoteur TK, par exemple. II est entendu que tout variant de ces 
promoteurs ou construction similaire a partir d'autres promoteurs peut etre 

20 construit par I'homme du metier et utilise dans le cadre de la presente invention. 

Le promoteur minimal (Pmin), I'element de reponse au PPAR (PPRE) et 
I'acide nucleique d'interet (AN) sont agences de maniere fonctionnelle dans 
I'element (a), e'est-a-dire de sorte que le promoteur minimal controle Texpression 
de I'acide nucleique d'interet et que son activite soit regulee par I'element PPRE. 

25 Generalement, ces regions sont done disposees dans Tordre suivant, dans 
I'orientation 5'->3' : PPRE-Pmin-AN. Toutefois, tout autre agencement fonctionnel 
peut etre envisage par I'homme du metier sans departir de la pr§sente invention. 
En outre, les differents domaines fonctionnels ci-dessus peuvent etre lies 
directement les uns aux autres, ou separes par des nucleotides n'affectant pas 

30 significativement le caractere regule du promoteur de I'etement (a). De tels 




nucleotides peuvent etre des r^sidus neutres sur le plan fonctionnel, resultant par 
exemple d'etapes de clonage (extremites PGR, sites de restriction, etc.). Ces 
nucleotides peuvent aussi poss£der des propri6tes biologiques, permettant de 
conferer des caracteristiques ou performances amelior§es au systeme de 
invention (enhancer de g&nes de menage, enhancer tissus sp6cifiques, silenceur, 
intron, site d'epissage, etc.). A cet egard, dans un mode de realisation particulier 
de Tinvention, le promoteur inductible comprend en outre une region enhanceur. 
Une telle region permet avantageusement d'augmenter les niveaux depression 
de I'acide nucleique d'interet. Une telle region enhanceur (E) est pr§ferentiellement 
positionn6e en 3' du promoteur minimal, entre ce dernier et I'acide nucl£ique 
d'interet, selon le schema suivant (S^ 1 ): PPRE-Pmin-E-AN. 

D'autre part, dans les constructions de Tinvention, le promoteur minimal et 
Telement de reponse a un PPAR peuvent etre presents soit dans la meme 
orientation (c'est-a-dire dans le sens de la transcription), soit en orientation inverse 
(c'est-a-dire que Telement de reponse a un PPAR est dans ('orientation antisens 
par rapport a la transcription par le promoteur Pmin). Comme illustre dans les 
exemples, ces deux modes de realisation permettent un contrdle efficace de la 
regulation de Expression in vitro comme in vivo. 

Comme indique ci-avant, Telement (b) des compositions selon Tinvention 
comprend au moins: 

- un acide nucleique codant un PPAR, 

- sous controle d'un second promoteur transcriptionnel. 

Les PPAR appartiennent a la superfamille des recepteurs hormonaux 
nucleaires, et sont regroupes dans trois groupes distincts, les PPARct, PPAR5 
(egalement appele NUC-1 ou PPAR|3) et PPARy. L'isolement et la sequence de 
nombreux PPAR humains ont £te decrits dans la literature (voir notamment Sher 
T. et coll., Biochemistry, 32 (1993) 5598-5604 ; Mukherjee R. et coll., J. Steroid 
Biochem. Molec. S/o/., 51 (1994) 157-166 ; Fajas L et coll., J. Biol. Chem., 272 
(1997) 18779-18789 ; Mukherjee R. et coll., J. Biol Chem., 272 (1997) 8071-8076; 
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Schmidt A. et coll., Mol. Endocrinol. 6 (1992) 1634-1641). Le promotteur du PPARy 
a en outre ete recemment clone, comme le decrit la demande WO99/05161 . 

Dans un mode prefere de I'invention, I'acide nucleique codant un PPAR code 
un PPAR humain, en partlculier un PPARoc ou un PPARy. Les resultats presentes 
5 dans les exemples montrent en effet que I'utilisation de ces molecules assure au 
systeme de I'invention des niveaux de regulation et d'expression importants, 
notamment dans les cellules musculaires. 

Selon un premier mode de mise en ceuvre, il s'agit d'un PPARa ou un PPARy 
dans sa forme native, c'est-a-dire sans modification de structure primaire par 

10 rapport a la molecule naturelle. 

Selon un autre mode de realisation, il s'agit d'un PPAR modifie comprenant 
plusieurs sites de liaison au ligand. 

A cet egard, la presente invention decrit et a egalement pour objet tout PPAR 
modifi6 comprenant plusieurs sites de liaison au ligand. Plus particulierement, il 

15 s'agit d'un PPARa ou un PPARy, encore plus preferentiellement d'un PPARy. De 
preference, les PPAR modifies selon I'invention comprennent de 2 a 5 sites de 
liaison au ligand, plus preferentiellement de 2 a 4 sites de liaison. II s'agit plus 
particulierement de PPAR comportant 2 a 5 copies des domaines E et F impliques 
dans la liaison au ligand. Les proteines PPAR renferment differents domaines : le 

20 domaine N-terminal A/B qui contient une region transactivatrice non dependante 
du ligand, le domaine C qui est le domaine de liaison a I'ADN (DBD), le domaine D 
qui est une region charniere, et les domaines E/F qui contiennent une region 
transactivatrice d6pendante du ligand. Les domaines E/F sont egalement appeles 
domaine de liaison du ligand (LBD) (voir notamment Schoonjans K. et coll., 

25 Biochim. Biophys. Acta, 1302 (1996) 93-109). Les limites des domaines E/F varient 
d'un PPAR a I'autre. A titre d'exemple, pour I'isoforme PPARy2 humaine utilised, le 
domaine E/F s'etend de I'acide amine 284 a I'acide amine 505. La presente 
invention montre maintenant qu'il est possible de construire des PPAR modifies 
comprenant plusieurs domaines E et F repetes, et que ces PPAR modifies sont 



12 

fonctionnels et possedent des proprietes ame)ior§es d'inductibilitS par les ligands 
des PPAR. De telles constructions represented done un mode de realisation et un 
objet particulier de la presente invention. 

Un exemple typique de PPAR modifie selon I'invention est un PPARy 
5 comportant 2 sites de liaison au ligand (e'est-a-dire deux domaines E et F). La 
sequence proteique complete de PPAR7272 est representee sur la sequence SEQ 
ID NO: 24. 



SEQ ID N°24 

10 MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQEMTMVDTEMPFWPTNFGISSVDLSVMEDHSHSFDI 
KPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPWADYKYDLKLQEYQSAIKVEPASPPyYSEKTQLYN 
KPHEEPSNSLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKS 
RNKCQYCRFQKCLAVGMSHNAIRFGRMPQAEKEKLLAEISSDIDQL^PESADLRALAKHLYD 
SYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIF 

1 5 QGCQFRSVEAVQEI TEYAKSI PGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEI I YTMLASLMNKDGVLI SEG 
QGFMTREFLKSLRKPFGDFJIEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPI 
EDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPL 
LQEIYKDLYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGC 
QFRSVEAVQEITEYAKS I PGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEI I YTMLASLMNKDGVLI SEGQGF 

20 MTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDI 
QDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQE 
IYKDLY 

L'invention concerne aussi tout variant de la sequence SEQ ID NO: 24 conservant 
25 une activite de type PPAR (la capacite d'activer, en presence d'un ligand de PPAR 
tel que BRL49653, un promoteur comportant une sequence PPRE). Les variants 
s'entendent de tout mutant, deletant, et/ou polypeptide comportant un ou plusieurs 
residus supplementaires. Preferentiellement, un variant conservant 80% au moins 
des residus de la sequence ID NO: 24. 
30 En outre, I'invention concerne aussi tout acide nucleique codant pour un tel 

PPAR modifie. II peut s'agir d'un ADN (notamment un ADNc ou un ADN 
synth^tique ou semi-synthetique) ou d'un ARN, Get ADN peut §tre construit selon 
les m§thodes conventionnelles de biologie moteculaire connues de I'homme du 
metier (synthese, ligations, criblage de banques, etc.). II s'agit avantageusement 
35 de tout acide nucleique comprenant une sequence codant un polypeptide de 
sequence SEQ ID NO:24, ou hybridant avec une sequence codant un polypeptide 
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de SEQ ID NO: 24, et codant un polypeptide & activite de type PPAR. En outre, cet 
ADN peut comprendre un promoteur et/ou un terminateur transcriptionnel, par 
exemple. 

Le second promoteur transcriptionnel, controlant Pexpression de Pacide 
5 nucleique codant le PPAR, peut etre tout promoteur fort ou faible, ubiquitaire ou 
selectif, constitutif ou regule, fonctionnel dans les cellules mammiferes, en 
particulier dans les cellules humaines. II peut s'agir d'un promoteur cellulaire 
domestique (i.e., d'un gene mammifere, en particulier humain), d'un promoteur 
viral, bacterien, d'insecte, de plante, naturel ou synthetique, simple ou complexe, 

10 etc. Des exemples de promoteurs appropries pour cet element (b) sont notamment 
des promoteurs viraux (promoteur immediat du virus SV40, promoteur immediat du 
virus CMV, LTR de retrovirus, promoteur TK du virus de Pherpes) ou cellulaires 
(promoteur PGK, albumine, EFta, ou de genes fortement exprim6s dans le muscle 
comme : promoteur du gene de la creatine kinase musculaire (MCK), promoteurs 

15 des genes des differentes isoformes d'actine du muscle squelettique, promoteur du 
gene de la desmine, promoteur du gene de la vimentine, promoteurs des g6nes de 
chaine legere ou chaine lourde de la myosine). Par ailleurs, le promoteur peut etre 
modifie par introduction d'une ou plusieurs regions enhanceur, telle que la region 
enhanceur de Pintron 2 du g6ne de la globine beta, enhancer du gene tres pr6coce 

20 du virus CMV, enhancer de EF1a, de region(s) silencer, de regions conferant une 
specif icite tissulaire (par exemple des regions isolees a parti r des promoteurs 
tissus specifiques comme : promoteur du gene de la creatine kinase musculaire 
(MCK), promoteurs des genes des differentes isoformes d'actine du muscle 
squelettique, promoteur du gene de la desmine, promoteur du g£ne de la 

25 vimentine, promoteurs des genes de chaine legere ou chatne lourde de la 
myosine) ou un caractere regulable, ou par deletion de regions non essentielles a 
Pactivite, par exemple. De tels promotteurs peuvent etre utilises pour exprimer le 
RXR, compris dans Pelement (d). 
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Des exemples preferes de second promoteur sont les promoteurs viraux, 
notamment le promoteur precoce du virus SV40 el le promoteur immediat du CMV, 
ou des derives de ceux-ci. 

Par ailleurs, dans un mode particulier de mise en oeuvre, lorsque les 
5 elements (a) et (b), et eventuellement (d), sont assembles dans une meme 
construction genetique, le second promoteur transcriptionnel (de I'element (b)) et le 
promoteur inductible de I'element (a), et eventuellement le promotteur de I'6l6ment 
(d), peuvent etre groupes pour ne former qu'une region promotrice commune, 
notamment bidirectionnelle, comme il sera explique en detail dans la suite du texte. 

10 A cet effet, un autre objet de la presente invention reside dans un vecteur 

comprenant un element (a) et un element (b), et eventuellement un element (d), 
tels que definis ci-avant. 

Selon une premiere variante de 1'invention, les elements (a) et (b), et 
eventuellement (d), sont dans la meme orientation dans le vecteur. Une telle 

15 variante est illustree par exemple par le plasmide SV-g2-J10-C-pGL3 (figure 17). 

Selon une autre variante de I'invention, les elements (a) et (b), et 
eventuellement (d), sont en orientation opposee dans le vecteur. Une telle 
variante est illustree par exemple par les plasmides representees sur les figures 1 6, 
18 et 19. Plus preferentiellement, dans cette variante de realisation, le promoteur 

20 inductible de I'element (a) et le promoteur transcriptionnel de I'element (b) sont 
assembles dans le vecteur pour former un promoteur bidirectionnel regulable. Un 
tel mode de mise en oeuvre est illustre par exemple par les plasmides represents 
sur les figures 18 et 19. 

A cet egard, un objet particulier de I'invention reside dans un vecteur 

25 caracterise en ce qu'il comprend, dans le sens 5*->3', un premier acide nucleique 
codant un PPAR, un premier promoteur transcriptionnel minimal controlant 
I'expression dudit premier acide nucleique, un ou plusieurs element(s) de r§ponse 
a un PPAR, un deuxieme promoteur transcriptionnel minimal et, sous le contrdle 
dudit deuxfeme promoteur transcriptionnel minimal, un deuxieme acide nucl§ique 

30 codant un produit d'interSt. 
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Ce type de construction est avantageux puisqu'il permet la co-expression des 
deux acides nucleiques dans le meme plasmide, et I'amplification de cette 
expression par la regulation des deux acides nucleiques par les PPAR et leurs 
ligands. 

5 L'expression de I'acide nucleique d'interet dans les compositions de 

Tinvention est activee generalement en presence d'un ligand de PPAR (element 
(c)). A cet egard, selon le PPAR utilise, differents types de ligands peuvent etre 
utilises, naturels ou synthetiques. 

Ainsi, les ligands activateurs des PPARct sont par exemple les fibrates tels 

10 que I'acide fibrique et ses analogues. Comme analogues de I'acide fibrique on peut 
mentionner notamment le gemfibrozyl (Atherosclerosis 114(1) (1995) 61), le 
bezafibrate (Hepatology 21 (1995) 1025), le ciprofibrate (BCE&M 9(4) (1995) 825), 
le clofibrate (Drug Safety 11 (1994) 301), le fenofibrate (Fenofibrate Monograph, 
Oxford Clinical Communications, 1995), le clinofibrate (Kidney International. 44(6) 

15 (1993) 1352), I'acide pirinixique (Wy-14,643) ou I'acide 5,8,1 1,14-eicosatetranoique 
(ETYA). Ces differents composes sont compatibles avec une utilisation biologique 
et/ou pharmacologique in vitro ou in vivo. 

Les ligands activateurs des PPARy peuvent etre choisis parmi les ligands 
naturels et synthetiques. Comme ligands naturels, on peut mentionner les acides 

20 gras et les.eicosanoides (par exemple I'acide linoleique, I'acide linolenique, le 9- 
HODE, le 5-HODE) et comme ligands synthetiques on peut mentionner les 
thiazolidinediones, telles que notamment la rosiglitazone (BRL49653), la 
pioglitazone ou la troglitazone (voir par exemple Krey G. et coll., Mol. Endocrinol., 
11 (1997) 779-791 ou Kliewer S. et Willson T., Curr. Opin. in Gen. Dev. 8 (1998) 

25 576-581 ) ou le compose RG1 2525. 

Par ailleurs, les compositions selon I'invention peuvent comporter plusieurs 
activateurs de PPAR en association, et en particulier un fibrate ou un analogue de 
fibrate associe a un retinoTde. 
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Uinvention a egalement pour objet I'utilisation d'une composition ou d'un 
vecteur te!s que definis ci-avant pour exprimer un acide nucleique d'interet dans 
une cellule ex vivo ou in vitro. 

A cet egard, I'acide nucleique peut etre tout acide nucleique (ADN, ARN) 
5 codant pour un produit d'interet (ARN, proteine, polypeptide, peptide, etc.). II peut 
s'agir d'un produit d'interet agroalimentaire, therapeutique, vaccinal, d'un 
marqueur, etc. 

Uinvention concerne aussi I'utilisation d'une composition ou d'un vecteur tels 
que definis ci-avant pour la preparation d'un produit destine k exprimer un acide 

10 nucleique d'interet dans une cellule in vivo. 

Uinvention a encore pour objet un procede pour ['expression regulee d'un 
acide nucleique dans une cellule, comprenant la mise en contact de ladite cellule 
avec une composition ou un vecteur tels que definis ci-avant. 

Pour un usage in vitro ou ex vivo, les cellules peuvent etre mises en contact 

15 avec les compositions ou vecteurs de ('invention selon differents protocoles. Ainsi, 
les cellules en culture peuvent etre incubees directement avec les elements (a), (b) 
et (c), et eventuellement (d), de I'invention, par exemple avec un vecteur 
comportant les elements (a) et (b) et en presence du ligand (c). De mantere 
alternative, les cellules peuvent etre incubees dans un premier temps avec les 

20 elements (a) et (b) et eventuellement (d)(notamment assembles dans un meme 
vecteur) puis, dans un deuxieme temps (apres culture et eventuellement selection 
des cellules modifiees), I'element (c) peut etre ajoute. Ce dernier type de protocole 
permet par exemple de decoupler la phase de culture (ou d'expansion des 
cellules) de la phase d'expression de I'acide nucleique. Ces experiences peuvent 

25 etre realisees dans tout dispositif et milieu approprie, de preference en plaque, 
boTte, flasque, en condition sterile. Les quantites de cellules, vecteur et ligand 
peuvent etre aisement adapt6es par Thomme du metier, sur la base des 
informations foumies dans les exemples et de ses connaissances generates. 

Pour une utilisation in vivo, les cellules (ou organes, tissu, etc.) sont mises en 

30 contact par administration des Elements (a), (b) et (c), et eventuellement (d), in 
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vivo, de manfere simultanee, separee ou espac6e dans le temps. A cet effet, les 
elements (a) et (b), et eventuellement (d), eventuellement sous forme d'une 
construction g^netique unique, sont generalement administres par voie 
parenterale, en particulier intramusculaire, intraveineuse, sous-cutan6e, 
5 intradermique, intratumorale ou stereotaxique. Le choix du mode d'administration 
peut etre guide par I'application envisagee, le tissu cible et/ou le type de produit 
d'inter§t code par le transgene. Pour cette administration, les compositions de 
I'invention peuvent comprendre tout agent favorisant la transfection cellulaire 
(polymere cationique, lipide, etc.). Dans un mode particulier, les compositions sont 
10 administrees par voie intramusculaire, et les constructions genetiques sont 
utilisees sous forme d'acide nucleique "nu", c'est-a-dire sans agent de transfection 
ajoute. 

De meme, lorsque les elements (a) et (b), et eventuellement (d), sont 
introduits au moyen de vecteurs viraux, aucun agent de transfection 

15 supplemental n'est necessaire. 

Comme il est illustre dans les exemples, le ligand (c) peut etre administre 
avant, simultanement, ou apres les elements (a) et (b), et eventuellement (d),. 

A cet egard, I'administration du ligand peut etre realisee par voie orale, anale, 
intraveineuse, intraperitoneale ou intramusculaire, par exemple. 

20 Les doses utilisees peuvent etre adaptees par Thomme du metier, sur la base 

des donnees in vivo publiees dans la litterature. Ainsi par exemple, pour une forme 
non soluble dans Peau, des doses typiques de ligand tel que BRL 49653 sont 
comprises entre 5 et 50 mg/kg, par exemple 30 mg/kg, permettant d ! obtenir une 
concentration plasmatique proche de 15pg/ml environ, au moins. Pour une forme 

25 hydrosoluble de ligand, dont la biodisponibilite est plus grande (par exemple un sel 
de maleate du BRL49653) les doses typiques sont plus faibles, generalement 
inf6rieures k 5 mg/kg, par exemple de 0,01 a 1 mg/kg. Ces doses peuvent bien 
evidemment §tre adaptees par Thomme du metier en fonction des constructions 
utilisees, des ligands utilises, et des applications et effets recherches. D ! une 

30 maniere generate, les resultats presentes dans les exemples montrent 
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avantageusement que les compositions de I'invention permettent d'obtenir in vivo 
une expression forte et regulee, & des doses de ligand inferieures k celles utilisees 
habituellement. En outre, bien que des administrations rep6tees de ligand peuvent 
etre r^alisees, les resultats presents montrent aussi que I'expression est forte 
5 apr&s une prise unique de ligand. 

De manfere generate, les doses de vecteur utilisees peuvent varier entre 0,01 
et 1 000 |jg, ou plus, selon les applications recherchees. 

Uinvention peut §tre utilisee pour exprimer un g6ne dans differents types de 
cellules, de tissus ou d'organes, in vitro, ex vivo ou in vivo. En particulier, il peut 
10 s'agir d'une cellule, d'un tissu ou d'un organe mammifere, de preference humain. A 
titre illustratif, on peut citer les cellules musculaires (ou un muscle), tfepatiques (ou 
le foie), cardiaques (ou le coeur, la paroi arferielle ou vasculaire), nerveuses (ou le 
cerveau, la moelle, etc) ou tumorales (ou une tumeur). 

Preferentiellement, les constructions, compositions et procede de 1'invention 
15 sont utilises pour Pexpression regulee d'un acide nucleique dans une cellule 
musculaire (ou un muscle) in vitro, ex vivo ou in vivo. Les resultats presentes dans 
les exemples illustrent plus particulierement les avantages de I'invention in vivo ou 
in vitro dans ce type de cellules. 

Uinvention concerne aussi toute cellule modifiee par mise en contact avec 
20 une composition ou un vecteur tels que definis ci-avant. 

Uinvention concerne egalement Tutilisation d'une composition, d'un vecteur 
ou d'une cellule tels que d6finis ci-avant, dans lesquels Tacide nucleique d'interet 
est un gene reporter (tel que par exemple la luciferase ou la phosphatase alcaline 
secr6tee) pour le criblage in vitro, ex vivo ou in vivo (en particulier dans les cellules 
25 musculaires ou un muscle) de ligands des PPAR. A cet 6gard, Tinvention decrit 
aussi un proced§ ^identification de ligands des PPAR comprenant la mise en 
contact d'une cellule telle que definie ci-avant avec une molecule (ou composition) 
test, et la mise en Evidence d'une expression de I'acide nucl6ique d'int6r§t (celui-ci 
etant preferentiellement un g&ne reporter). Uexpression peut en outre §tre 
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compare ct celle observee en I'absence de compost test ou en presence d'un 
ligand de reference, afin d'evaiuer Tactivite du compose teste. 

L'invention concerne egalement ^utilisation d'une composition ou d'un vecteur 
tels que definis ci-avant, pour la construction d'animaux transgeniques, notamment 
de mammiferes non-humains, utiles pour des etudes precliniques, ou pour des 
etudes de biodisponibilite, de marquage, etc. 

La presente invention sera decrite plus en details a I'aide des exemples qui 
suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1 : Representation schematique du plasmide FTKpGL3. 

Figure 2 : Representation schematique du plasmide Jx3S-TK-pGL3. 

Figure 3 : Representation schematique du plasmide Jx3AS-TK-pGL3. 

Figure 4 : Representation schematique du plasmide DR1x3S-TK-pGL3. 

Figure 5 : Representation schematique du plasmide DR1x3AS-TK-pGL3. 

Figure 6 : Activites des promoteurs inductibles evalu6es en transfections 
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide FTKpGL3 (a), ou Jx3S-TK-pGL3 (b), 
ou Jx3AS-TK-pGL3 (c), ou DR1x3S-TK-pGL3 (d), ou DR1 x3AS-TK-pGL3 (e), (ii) 
des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide 
pRL-null. Uactivite de chaque promoteur inductible repr§sente I'activite Iucif6rase 
de Photinus pyralis normalis£e par I'activite de la luciferase de Renilla reniformis . 
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Figure 7 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myobiastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide FTKpGL3 (a), ou Jx3S-TK-pGL3 (b), 
ou Jx3AS-TK-pGL3 (c), ou DR1x3S-TK-pGL3 (d), ou DR1x3AS-TK-pGL3 (e), (ii) 
5 des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARa(Koz), et (iii) 20 ng de 
plasmide pRL-nuII. L'activite de chaque promoteur inductible repr^sente l'activite 
lucif erase de Photinus pyralis normalisee par Cacti vit6 de la lucif erase de Renilla 
reniformis . 

10 Figure 8 : Representation schematique du plasmide Jx5AS-CMV-pGL3. 

Figure 9 : Activites des promoteurs inductibles Evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myobiastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide Jx5AS-TK-pGL3 (a), ou Jx5AS-CMV- 
15 pGL3 (b), (ii) des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng 
de plasmide pRL-null. L'activite de chaque promoteur inductible represente 
I'activite luciferase de Photinus pyralis normalisee par l'activite de la luciferase de 
Renilla reniformis . 

20 Figure 10 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myobiastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide JxnAS-TK-pGL3, (ii) 10 ng de plasmide 
pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-nulL Lactivit6 de chaque 
promoteur inductible repr6sente Tactivite luciferase de Photinus pyralis normalisee 

25 par Tactivite de la luciferase de Renilla reniformis . 

Figure 11 : Activites des promoteurs inductibles §va!u6es en transfections 
transitoires in vitro dans des myobiastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
cotransfect6es avec : (i) 10 ng de plasmide JxnAS-CMV-pGL3, (ii) 10 ng (a) ou 50 
30 ng (b) de plasmide pSG5-hPPARg2, et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activite 
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de chaque promoteur inductible represente l'activite luciferase de Photinus pyralis 
normalisee par I'activite de la luciferase de Renilla reniformis . 

Figure 12 : Representation schematique du plasmide pSG5-hPPARg2g2. 

5 

Figure 13 : Comparaison des regulateurs transcriptionnels hPPARg2 et 
hPPARg2g2. Des myoblastes de souris (C2C12) sont cotransfectes avec : (i) 10 ng 
de plasmide Jx1 0AS-CMV-pGL3, (ii) des quantites croissantes de plasmide pSG5- 
hPPARg2 (a) ou pSG5-hPPARg2g2 (b), et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. 
10 L'activite du promoteur inductible represente I'activite luciferase de Photinus pyralis 
normalisee par l'activite de la luciferase de Renilla reniformis . (c) : facteurs 
d'induction par le BRL49653 obtenus avec le plasmide pSG5-hPPARg2 ou le 
plasmide pSG5-hPPARg2g2. Ce facteur d'induction est calcule en divisant l'activite 
en presence de BRL49653 par I'activite en presence de DMSO. 

15 

Figure 14 : Representation schematique du plasmide Jx1 0AS-CMV-EF-pGL3. 

Figure 15 : Activites des promoteurs inductibles evaluees en transfections 
transitoires in vitro dans des myoblastes de souris (C2C12). Les cellules sont 
20 cotransfectees avec : (i) 10 ng de plasmide Jx1 0AS-CMV-pGL3 (a), ou Jx10AS- 
CMV-EF-pGL3 (b), (ii) des quantites croissantes de plasmide pSG5-hPPARg2g2, 
et (iii) 20 ng de plasmide pRL-null. L'activite de chaque promoteur inductible 
represente l'activite luciferase de Photinus pyralis normalisee par l'activite de la 
luciferase de Renilla reniformis . 

25 

Figure 16 : Representation schematique du plasmide Jx5AS-TK-luc-h PP ARg2. 



Figure 17 : Representation schematique du plasmide SV-g2-J10-C-pGL3. 
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Figure 18 : Representation schematique du plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK- 
pGL3. 



Figure 19 : Representation schematique du plasmide hPPARg2-CMV-Jx10AS- 
5 CMV-pGL3. 

Figure 20 : Comparison des differentes versions du systeme inductible in vitro . 
Des myoblastes de souris (C2C12) sont transfectes avec, pour chaque version du 
systeme, le meme nombre de moles de cassettes d'expression inductible. Les 

10 resultats sont exprimes en pourcentage de I'activite du promoteur hCMV-iE, 
obtenue en utilisant le plasmide pCMV-leadTK. Les facteurs d'induction par le 
BRL49653 sont calcules en divisant I'activite en presence de BRL49653 par 
I'activite en presence de DMSO. 1 = pSG5-hPPARg2 + Jx5AS-TK-pGL3 ; 2 = 
Jx5AS-TK-luc-hPPARg2 ; 3 = pSG5-hPPARg2g2 + Jx10AS-CMV-pGL3 ; 4 = 

15 pSG5-hPPARg2 + Jx1 OAS-CM V-pGL3 ; 5 = SV-g2-J10-C-pGL3 ; 6 = hPPARg2- 
CMV-Jx5AS-TK-pGL3 ; 7 = hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 ; 8 = hPPARg2- 
CMV-Jx1 5AS-CMV-pGL3 ; 9 = hPPARg2-CMV-Jx20AS-CMV-pGL3. 

Figure 21 : Comparaison in vitro des ligands BRL49653 et RG12525. Des 
20 myoblastes de souris (C2C12) sont transfectes avec : (i) 10 ng de plasmide 
hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 dont la cassette d'expression est presentee 
en (a) et (ii) 10 ng de plasmide pRL-null. (b) L'activite du promoteur inductible 
represente I'activite luciferase de Photinus pyralis normalisee par I'activite de la 
luciferase de Renilla reniformis . 

25 

Figure 22 : Comparaison de differentes versions du systeme inductible in vivo . 
Des souris C57BI/6 (6 souris par groupe) sont injectees en bilateral, dans le tibial 
cranial, avec, pour chaque version du systeme, le meme nombre de moles de 
cassettes d'expression inductible. Un electrotransfert est alors applique sur chaque 
30 muscle. Les animaux traites recoivent chaque jour, par gavage, 30 mg / kg de 
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BPiL49653. Quatre jours apres I'injection d'ADN, les animaux sont sacrifies et les 
muscles sont prelev^s pour mesurer I'activite luciferase. 1 = pCMV-leadTK ; 2 = 
pSG5-hPPARg2 + Jx1 OAS-CM V-pGL3 ; 3 = pSG5-hPPARg2g2 + Jx10AS-CMV- 
pGL3 ; 4 = hPPARg2-CMV-Jx10AS-CMV-pGL3. 

5 

Figure 23 : Comparaison, in vivo, de diffe rents protocoles deduction au 
BRL49653. Des souris C57BI/6 (6 souris par groupe) sont injectees en bilateral, 
dans le tibial cranial, avec 10 pg d'ADN contenant 1 pg du plasmide hPPARg2- 
CMV-Jx1 OAS-CM V-pGL3 dont la cassette ^expression est presentee en (a). Las 
10 activites obtenues avec les differents protocoles d' induction sont rassemblees 
dans le panneau (b). 

MATERIELS ET METHODES 

15 Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique 
en gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose, la 
purification de fragments d'ADN par electroelution, la precipitation d'ADN 
plasmidique en milieu salin par I'ethanol ou I'isopropanol, la transformation dans 

20 Escherichia coli sont bien connues de Thomme de Tart et sont abondamment 
decrites dans la litterature (Sambrook et coll., "Molecular Cloning, a Laboratory 
Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). 

Le plasmide pGL3-Basic, utilise pour les clonages des differentes regions 
25 promotrices, ainsi que le plasmide pRL-null, sont d'origine commerciale (Promega 
Corporation). Les plasmides pSG5 (Stratagene), pBluescript II SK+ (Stratagene) et 
pSL301 (Invitrogen Corporation) sont egalement d'origine commerciale. Les 
constructions des plasmides d'expression pSG5-hPPARg2 (Fajas L et coll., J. 
Biol. Chem., 272 (1997) 18779-18789) et pSGS-hPPARa(Koz) (Gervois P. et coll. 
30 Mol. Endocrinol., 13 (1999) 400-409) ont ete prec^demment decrites. 
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La construction du plasmide pCMV-leadTK a egalement ete decrite precedemment 
dans la demande de brevet FR 98/12000 deposee le 25/09/98, et dans la 
demande de brevet US SN 60/123,298 ( provisional application). 

II est rappel6 que ce plasmide est construit de la mani&re suivante. Le 
5 vecteur d'expression pCGN precedemment d6crit par Tanaka et coll.(Ce// , 60 
(1990) 375-386) contient le promoteur CMV (-S22/+72) fusionne au "leader" du 
gene tk de HSV (+51/+101) en amont d'une sequence codant pour I'epitope de 
I'hemagglutinine. Le plasmide pCGN (10 ng) a et6 utilise comme matrice pour 
une amplification AC P. Les amorces qui ont ete utilisees sont les suivantes : 
10 - Amorce 671 8 (5' CCCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCG 3') 

(SEQ ID 26), cette amorce s'hybride avec le promoteur CMV en position -522 (8 
nucleotides en aval du site Eco RI de pCGN). 

- Amorce 6719 (5' GGGACGCGCTTCTACAAGGCGCTGGCCGAA 3') 
(SEQ ID 27), cette amorce s'hybride jusqu'en position 101 du "leader" tk. Le 
15 premier nucleotides G en gras est destine a restaurer le site Ncol de pGL3- 
Basic comme sera explicite ci dessous. 

Le fragment d' ACP ainsi obtenu est purifi§ puis phosphoryle k I'aide de 
la polynucleotide kinase du phage T4 (New England Biolabs). Parallelement, le 
vecteur pGL3-Basic (Promega) a ete linearise par Ncol, purifie puis traite par la 
20 Klenow ADN polymerase (Boehringer Manheim) afin de remplir le site Nco l. Ce 
vecteur est ensuite dephosphoryle a I'aide de la phosphatase alcaline 
(Boehringer Manheim) puis utilise pour Tinsertion du fragment d 1 ACP 
phosphoryle. Ainsi, la guanosine (G) de I'amorce 6719 permet de restaurer le 
site Nco l uniquement lorsque le fragment CMV-leader tk est orients avec la 
25 partie 5' (amorce 6718, position -522 du CMV) en aval du site Hindlll de pGL3- 
Basic et son extr6mite 3 1 (amorce 6719, leader tk) est ligaturee au site Nco l de 
pGL3-Basic (premier ATG de la luciferase). Le plasmide ainsi obtenu est 
designe pCMV-leadTK. 
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[.'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique d'ACP 
(Amplification en Chaine par la Polymerase) peut etre effectuee en utilisant un 
DNA thermal cycler™ (Perkin Elmer Cetus) selon les recommandations du 
fabricant. 

5 

L'electroporation d'ADN plasmidique dans des cellules d' Escherichia cpji peut 
etre realisee a I'aide d'un electroporateur (Bio-Rad) selon les recommandations du 
fabricant. 

10 La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par le 

methode developpee par Sanger et coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 
5463-5467) en utilisant le kit distribue par Applied Biosystems selon les 
recommandations du fabricant. 

15 Les myoblastes murins C2C12 sont cultives en milieu DMEM™ (Life 

Technologies Inc.) supplemente avec 10% de serum de veau foetal (SVF). Les 
cultures sont realisees dans une etuve a 37°C, en atmosphere humide et sous une 
pression partielle en C0 2 de 5%. 

Les transfections sont realisees en plaques 24 puits et chaque transfection 
est effectuee trois fois. Vingt quatre heures avant la transfection, les cellules sont 
ensemencees a 3x1 0 4 cellules par puits en milieu DMEM™. Pour chaque puits, 
500 ng d'ADN plasmidique (plasmides d'interet et pBluescript II SK+ pour 
completer a 500 ng) sont melanges au lipide cationique RPR1 20535 B 
(W097/18185) a raison de 6 nmoles de lipide par ug d'ADN dans du milieu 
DMEM™ (20 ul final) comprenant 150 mM de NaCI et 50 mM de bicarbonate. 
Apres 20 minutes a temperature ambiante, les 20 pi du melange ADN/lipide sont 
mis en contact avec les cellules, en absence de SVF, durant 2 heures. Le milieu 
de culture est alors supplemente en SVF ou en ULTROSER™ (BioSepra Inc.) de 
maniere a obtenir une concentration finale de respectivement 10% ou 2%. Les 
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ligands des PPAR, dissous dans du DMSO, sont ajoutes dans le milieu de culture 
en meme temps que le SVF ou rULTROSER™. Quarante huit heures apres la 
transfection, le milieu de culture est retire et les cellules sont rincees deux fois 
avec du PBS (Life Technologies Inc.). L'activite de la Iucif6rase de Photinus ovralis 
5 et I'activite de la luciferase de Renilla reniformis sont alors d6terminees & I'aide du 
kit Dual-Luciferase Reporter Assay System™ (Promega Corporation) selon les 
recommandations du fournisseur. 

Les experiences de transfert de gene in vivo sont realisees sur des souris 
10 femelles C57BI/6 agees de 6 semaines. Les animaux sont anesth6sies avec 250 pi 
d'un melange ketamine (Rhone Merieux, 10 mg/ml final) / Xylazine (Bayer Pharma, 
0,3 mg/ml final) par voie intraperitoneale. Une injection d'une quantite totale de 10 
pg d'ADN est alors realisee dans chaque muscle tibial cranial. Chaque patte est 
ensuite soumise a un champ electrique (frequence de 1 Hz; 4 pulses de 20 ms & 
15 250 V/cm). Durant toute la duree de I'experience, les animaux regoivent chaque 
matin, par gavage, soit 30 mg/kg de BRL49653 (SmithKline Beecham) en 
carboxycellulose 1% (poids/volume), soit la carboxycellulose 1% seule. Quatre 
jours apres le transfert de g&ne, les animaux sont sacrifies et les muscles preleves 
en tampon de lyse PLB™ (Promega Corporation) dans des tubes Lysing Matrix™ 
20 (BIO 101, Inc.). Le broyage des muscles, qui permet d'extraire la luciferase, est 
realise a Taide de Tappareil FastPrep™ (BIO 101, Inc.) durant 25 secondes k 6,5 
m/s. L'activit§ de la luciferase de Photinus ovralis est alors d§terminee a Taide du 
kit Luciferase Assay System™ (Promega Corporation) selon les recommandations 
du fournisseur. 

25 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Construction de promoteurs inductibles par les PPAR t d 
plasmides d'expression les contenant. 
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1.1. Plasmide FTKpGL3. 

Un fragment d'ADN, correspondant a une partie du promoteur du gene TK du 
5 virus herpes simplex de type 1 (HSV-1), compris entre les positions -105 et +56 
par rapport au site d'initiation de la transcription, a ete amplifie par ACP en utilisant 
le plasmide pBLCAT2 (Luckow B. et Schutz G., Nucleic Acids Res., 15 (1987) 
5490) comme matrice et les oligonucleotides 5* CGA CTC TAG AAG ATC TTG 
CCC CGC CCA GCG 3' (SEQ ID NO: 28) et 5' TCG CCA AGC TTC TCG TGA 
10 TCT GCG GCA 3' (SEQ ID NO: 2) comme amorces. Ce fragment a ete digere par 
Balll et Hindlll puis a ete clone dans le plasmide pGL3-Basic prealablement digere 
par Balll et Hindlll pour obtenir le plasmide FTKpGL3. Une representation 
schematique de ce plasmide est presentee dans la figure 1 . 

15 

1.2. Plasmides JxnS-TK-pGL3. 

Un fragment d'ADN, contenant un ou plusieurs (n) sites J du promoteur du 
gene de I'ApoA-ll humaine, a ete amplifie par ACP en utilisant le plasmide 

20 J3TKpGL3 (Vu-Dac N. et coll., J. Clin. Invest.., 96 (1995) 741-750) comme matrice 
et les oligonucleotides 3RDA37 (5' ACG TGT CGA CAC TAG TGG CTA GAG GAT 
CTC TAC CAG G 3' ; SEQ ID NO: 3) et 4RDA48 (5 1 CGA TGG TAC CCT CGA 
GCA ATG TGC TAG CGA GAT CCT TCA ACC TTT ACC 3' ; SEQ ID NO: 4) 
comme amorces. Ce fragment a et§ digere par Xhol et Spel puis a ete clone dans 

25 le plasmide FTKpGL3 prealablement digere par Xhol et Nhel . dans le sens de la 
transcription du promoteur minimal TK (S), pour obtenir les plasmides Jx1S-TK- 
pGL3, Jx2S-TK-pGL3 et Jx3S-TK-pGL3, selon le nombre de sites J presents. Une 
representation schematique du plasmide Jx3S-TK-pGL3 est presentee dans la 
figure 2. 
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Le fragment d'ADN, amplifte par ACP en utilisant le plasmide J3TKpGL3 et 
les oligonucleotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces, dig6r6 par Xhol et Spel . 
a egalement ete clon6 dans le plasmide Jx3S-TK-pGL3 pr6alablement dig6r6 par 
Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides Jx4S-TK-pGL3, Jx5S-TK-pGL3 et Jx6S- 
5 TK-pGL3, selon le nombre de sites J presents. 

1 .3. Plasmides Jxn AS-TK-pGL3. 

10 Les plasmides JxnAS-TK-pGL3 different des plasmides JxnS-TK-pGL3 par 

I'orientation des sites J presents dans le promoteur inductible. Un fragment d'ADN, 
contenant un ou plusieurs sites J du promoteur du gene de TApoA-ll humaine, a 
ete amplifie par ACP en utilisant le plasmide J3TKpGL3 comme matrice et les 
oligonucleotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces. Ce fragment a 6te digere 

15 par Sail et Nhel puis a ete clone, dans le sens inverse de la transcription du 
promoteur minimal TK (AS), dans le plasmide FTKpGL3 pr6alablement digere par 
Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides Jx1AS-TK-pGL3, Jx2AS-TK-pGL3 et 
Jx3AS-TK-pGL3, selon le nombre de sites J presents. Une representation 
schematique du plasmide Jx3AS-TK-pGL3 est presentee dans la figure 3. 

20 Le fragment d'ADN, amplifie par ACP en utilisant le plasmide J3TKpGL3 et 

les oligonucleotides 3RDA37 et 4RDA48 comme amorces, dig6r6 par Kpnl et Spel , 
a egalement ete clone dans I'orientation antisens (AS) dans le plasmide Jx3AS- 
TK-pGL3 prealablement diger6 par Kpnl et Nhel pour obtenir les plasmides Jx4AS- 
TK-pGL3 et Jx5AS-TK-pGL3 selon le nombre de sites J presents. 

25 

1.4. Plasmides DR1xnS-TK-pGL3. 

Ces plasmides contiennent, comme element de r6ponse aux PPAR (PPRE), 
30 une sequence consensus (AGGTCA A AGGTCA , SEQ ID NO: 5) appelee DR1 



29 



consensus. Un fragment d'ADN, contenant un ou plusieurs sites DR1 consensus, a 
ete amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 1 RDA69 (5' ACG TGT CGA 
CAC TAG TCA AAA CTA GGT CAA AGG TCA CGG AAA ACT AGG TCA AAG 
GTC ACG GAA AAC TAG 3' ; SEQ ID NO: 6) et 2RDA64 (5' CGA TGG TAC CCT 
5 CGA GCA ATG TGC TAG CCG TGA CCT TTG ACC TAG TTT TCC GTG ACC 
TTT GAC C 3' ; SEQ ID NO: 7) comme amorces. Ce fragment a ete digere par 
Xhol et Spel puis a ete clone, dans I'orientation sens, dans le plasmide FTKpGL3 
prealablement digere par Xhol et Nhel pour obtenir les plasmides DR1x2S-TK- 
pGL3 et DR1x3S-TK-pGL3, selon le nombre de sites DR1 consensus presents. 
10 Une representation sch6matique du plasmide DR1x3S-TK-pGL3 est presentee 
dans la figure 4. 

Le fragment d'ADN, amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 
1 RDA69 et 2RDA64 comme amorces, digere par Xhol et Spel . a 6galement ete 
clone dans le plasmide DR1x3S-TK-pGL3 prealablement digere par Xhol et Nhel 
15 pour obtenir les plasmides DR1x5S-TK-pGL3, DR1x6S-TK-pGL3 et DR1x7S-TK- 
pGL3, selon le nombre de sites DR1 consensus presents. 



1.5. Plasmides DR1 xnAS-TK-pGL3. 

20 

Les plasmides DR1xnAS-TK-pGL3 different des plasmides DR1xnS-TK-pGL3 
par Torientation des sites DR1 consensus presents dans le promoteur inductible. 
Un fragment d'ADN, contenant une ou plusieurs sequences DR1 consensus, a ete 
amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 1RDA69 et 2RDA64 comme 
25 amorces. Ce fragment a ete digere par Sail et Nhel puis a et6 clon6, dans 
Torientation antisens, dans le plasmide FTKpGL3 prealablement diger6 par Xhol et 
Nhel pour obtenir les plasmides DR1x2AS-TK-pGL3 et DR1x3AS-TK-pGL3, selon 
le nombre de sites DR1 consensus presents. Une representation sch6matique du 
plasmide DR1x3AS-TK-pGL3 est presentee dans la figure 5. 
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Le fragment d'ADN, amplifie par ACP en utilisant les oligonucleotides 
1 RDA69 et 2RDA64 comme amorces, digere par Kpnl et Spel, a egalement ete 
clone dans le plasmide DR1x3AS-TK-pGL3 prealablement digere par Kpnl et Nhel 
pour obtenir les plasmides DR1x5AS-TK-pGL3 et DR1x6AS-TK-pGL3 selon le 
5 nombre de sites DR1 consensus presents. 

EXEMPLE 2 : Specificite des PPAR pour differents elements de repons . 

10 2.1 . Systeme utilisant hPPARg2. 

L'activite des promoteurs inductibles, en utilisant hPPARg2 comme regulateur 
transcriptionnel, a ete evaluee en transfection transitoire dans des myoblastes de 
souris (figure 6). Les resultats montrent que, selon I'element de reponse utilise 
15 (PPRE), I'induction par le ligand de hPPARg2 (BRL49653) et l'activite finale apres 
activation varient. Les meilleurs resultats ont ete obtenus en utilisant des sites J 
comme PPRE. De plus, I'orientation du PPRE est egalement importante. Dans le 
cas du site J, I'orientation AS est plus favorable (Panneau c). 

20 

2.2. Systeme utilisant hPPARa. 

Les resultats obtenus avec hPPARa comme regulateur transcriptionnel, sont 
rassembtes dans la figure 7. Contrairement au hPPARg2, c'est le DR1 consensus 
25 qui est le meilleur PPRE pour hPPARa (Panneaux d et e) 

Ces resultats montrent done (1) la fonctionnalite des plasmides de I'invention 
et (2) que selon le PPAR choisi dans le systeme inductible, il est important de 
selectionner le PPRE le plus adapte au regulateur transcriptionnel. Ce choix peut 
influencer le facteur d'induction du a la presence du ligand mais egalement le 
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niveau d'activite atteint apres induction. II est bien entendu que d'autres PPRE 
peuvent etre utilises dans le systeme de I'invention. 

5 EXEMPLE 3: Construction de promoteurs inducibles par les PPAR 
contenant un promoteur minimum autre que celui de HSV1-TK comme par 
exempie le promoteur minimum de hCMV-IE. 

3.1. Construction des plasmides contenant le promoteur minimum de hCMV- 

10 IE. 

Un fragment d'ADN, contenant le promoteur minimum de hCMV-IE (de la 
position -54 a la position +48 par rapport au site d'initiation de la transcription), a 
ete amplifie par ACP en utilisant le plasmide pCMVB (Clontech) comme matrice et 

15 les oligonucleotides 5RDA32 (5' ACG TAG ATC TCG GTA GGC GTG TAC GGT 
GGG AG 3' ; SEQ. ID NO: 8) et 6RDA29 (5' ACG TAA GCT TCT ATG GAG GTC 
AAA ACA GC 3' ; SEQ ID NO: 9) comme amorces. Ce fragment a ete digere par 
Hindlll et Ball I puis a ete clone dans le plasmide FTKpGL3 prealablement digere 
par Hindlll et Ball I pour obtenir le plasmide FCMVpGL3. 

20 Le plasmide Jx5AS-TK-pGL3 a ete digere par Ball! et Nhel pour isoler le 

fragment Bglll-Nhel de 179 pb contenant 5 copies du site J. Ce fragment a ete 
insere dans le plasmide FCMVpGL3 prealablement digere par Ball! et Nhel pour 
donner le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3. Une representation schematique du 
plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 est presentee dans la figure 8. 

25 Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a ete digere par Sphl et Nhel pour isoler le 

fragment Sphl-Nhel de 982 pb contenant 5 copies du site J, le promoteur minimum 
hCMV-IE et la partie 5' du gene codant pour la luciferase. Ce fragment a ete insere 
dans le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Sphl et Spei pour 
donner le plasmide Jx1 0AS-CMV-pGL3. Les plasmides Jx1 5AS-CMV-pGL3 et 

30 Jx20AS-CMV-pGL3 ont egalement 6te obtenus en suivant la meme strategie. 
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3.2. Activite des plasmides contenant le promoteur minimum de hCMV-IE. 

5 Une comparaison des promoteurs minimum pouvant etre utilises dans le 

systeme inductible a ete realisee en transfection transitoire. Les r^sultats, 
rassembles dans la figure 9, montrent que selon le promoteur minimum, I'activite 
finale apres induction peut varier d'un facteur deux. Ces r§sultats montrent en 
particulier que, dans les conditions testees, le promoteur CMV semble donner une 
10 activite superieure. Bien entendu, d'autres promoteurs minimum, comme des 
promoteurs ne contenant pas de boite TATA, peuvent etre utilises. 

EXEMPLE 4 : Importance du nombre d'elements de reponse presents dans 
1 5 les promoteurs inductibles . 

L'optimisation du nombre de PPRE presents dans le promoteur inductible a 
ete etudiee en transfection transitoire. Les resultats, presentes dans la figure 10, 
montrent que plus le nombre de copies du PPRE est important, plus le facteur 
20 d'induction par le ligand et I'activite induite sont eleves. Par contre, si ce nombre 
est trop important, a la fois le facteur d'induction et Tactivit6 induite diminuent, et 
ceci quelle que soit la quantite de hPPARg2 presente dans I'essai (figure 11). Le 
nombre de PPRE optimal semble compris entre 10 et 15. 

25 

EXEMPLE 5 : Construction d'un regulateur transcriptionnel fort m nt 
inductible par les ligands des PPAR. 

5.1. Construction d'un r6gulateur transcriptionnel comprenant deux copies du 
30 domaine de liaison au ligand. Construction du plasmide pSG5-hPPARg2g2. 
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Un fragment d'ADN, note A, contenant la region de I'ADN complementaire de 
hPPARg2 codant pour la partie C-terminale du domaine F, a ete amplifie par ACP 
en utilisant le plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et les oligonucleotides 

5 20RDA21 (5' GGT TTG CTG AAT GTG AAG CCC 3' ; SEQ ID NO: 10) et 
21 RDA42 (5' AGT CTC TAG AGC TAC GCG TAC AAG TCC TTG TAG ATC TCC 
TGC 3' ; SEQ ID NO: 11) comme amorces. Un fragment d'ADN, note B, contenant 
la region de I'ADN complementaire de hPPARg2 codant pour les domaines E et F, 
a ete amplifie par ACP en utilisant le plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et 

10 les oligonucleotides 22RDA32 (5' AGT CAC GCG TGG GCG ATC TTG ACA GGA 
AAG AC 3' ; SEQ ID NO: 12) et 23RDA21 (5' GCC TTT GAG TGA GCT GAT ACC 
3' ; SEQ ID NO: 13) comme amorces. Le fragment A, digere par Sac! et MM et le 
fragment B, digere par Mlul et Xbal ont ete clones ensemble dans le plasmide 
pSG5-hPPARg2 prealablement digere par Sad et Xbal pour obtenir le plasmide 

15 pSG5-hPPARg2g2. Ce plasmide, dont une representation schematique est 
presentee dans la figure 12, contient un ADN complementaire qui code pour un 
regulateur transcriptionnel (note hPPARg2g2) comprenant deux copies des 
domaines E et F, c'est a dire deux domaines de liaison au ligand. 

La sequence complete du PPAR7272 est representee ci-dessous (SEQ ID 

20 NO: 24) : 

MGETLGDSPIDPESDSFTDTLSANISQEMTMVDTEMPFWPTNFGISSVDLSVMEDHSHSFDI 
KPFTTVDFSSISTPHYEDIPFTRTDPWADYKYDLKLQEYQSAIKVEPASPPYYSEKTQLYN 
KPHEEPSNSLMAIECRVCGDKASGFHYGVHACEGCKGFFRRTIRLKLIYDRCDLNCRIHKKS 
RNKCQYCRFQKCLAVGMSHNAIRFGRMPQAEKEKLLAEISSDIDQLNPESADLRALAKHLYD 

25 SYIKSFPLTKAKARAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIF 
QGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNIiDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEG 
QGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPI 
EDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPL 
LQEIYKDLYAWAILTGKTTDKSPFVIYDMNSLMMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGC 

30 QFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKYGVHEIIYTMLASLMNKDGVLISEGQGF 
MTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDI 
QDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTDLRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQE 

IYKDLY 

35 
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La sequence de la partie C-terminale de PPARY2-y2, comprenant les 
domaines E et F, est la sequence SEQ ID N° 25 suivante : 



5 SEQ ID N° 25 

MMGEDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTL 
LKYGVHEI I YTMLASLMNKDGVLI SEGQGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALEL 
DDSDLAIFIAVIILSGDRPGLLNVKPIEDIQDNLLQALELQLKLNHPESSQLFAKLLQKMTD 

1 0 LRQIVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQEI YKDLYAWAILTGKTTDKSPFVI YDMNSLMMG 
EDKIKFKHITPLQEQSKEVAIRIFQGCQFRSVEAVQEITEYAKSIPGFVNLDLNDQVTLLKY 
GVHEI I YTMLASLMNKDGVLI SEGQGFMTREFLKSLRKPFGDFMEPKFEFAVKFNALELDDS 
DLAI F I AVI I LSGDRPGLLNVKP I EDIQDNLLQALELQLKLNHPE S SQLF AKLLQKMTDLRQ 
IVTEHVQLLQVIKKTETDMSLHPLLQEIYKDLY 

15 



5.2. Activity du plasmide pSG5-hPPARg2g2. 



20 Les resultats presentes dans la figure 13 montrent que si I'activite induite est 

plus faible en utilisant hPPARg2g2 comme regulateur transcriptionnel (figure 13 a 
et b), le facteur ^induction par le ligand (figure 13 c) est beaucoup plus fort avec 
ce regulateur. La difference entre les deux regulateurs transcriptionnels s'explique 
par le fait que pour hPPARg2g2, le bruit de fond du systeme en absence de ligand 

25 est faible et reste faible, quelle que soit la quantite de regulateur present. D'autre 
part, plus la quantite de hPPARg2g2 augmente, plus I'activite induite est forte, ce 
qui n'est pas le cas du systeme utilisant hPPARg2 qui semble saturer. 

La presence d'un deuxieme domaine de liaison au ligand (hPPARg2g2) 
confere done au regulateur transcriptionnel une plus grande inductibilit§ par le 

30 ligand. 



EXEMPLE 6 : Augmentation de I'activite finale des promoteurs inductibl s. 
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6.1. Construction cPune cassette (^expression inductible comprenant Tintron 
de hEF1a. Construction du plasmide Jx1 OAS-CM V-EF-pGL3. 

Un fragment d'ADN, contenant le premier intron du gene codant pour hEF1a 
5 (de la position +16 a la position +984 par rapport au site d'initiation de la 
transcription ; numero d'acces a Genbank : E02627), a ete amplifie par ACP en 
utilisant les oligonucleotides 25RDA35 (5 1 AGT CAC TAG TAA GCT TTT TGC 
CGC CAG AAC ACA GG 3' ; SEQ ID NO: 14) et 26RDA36 (5' AGT CAC TAG TCC 
ATG GCT GCC CAG TGC CTC ACG ACC 3' ; SEQ ID NO: 15) comme amorces. 
10 Ce fragment a ete digere par Hindlll et Ncol puis a et6 clone dans le plasmide 
Jx10AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Hindlll et Ncol pour obtenir le 
plasmide Jx10AS-CMV-EF-pGL3. Une representation schematique du plasmide 
Jx10AS-CMV-EF-pGL3 est presentee dans la figure 14. 

15 6.2. Activite du plasmide Jx1 0AS-CMV-EF-pGL3. 

Dans le but d'augmenter I'activite finale du systdme, une sequence enhancer, 
situee dans le premier intron du gene hEF1a, a ete donee au voisinage du 
promoteur inductible. Les rSsultats presentes dans la figure 15 montrent que la 
20 presence de la region enhancer augmente I'activite induite du systeme et ceci 
quelle que soit la quantite de regulateur transcriptionnel utilisee. 

EXEMPLE 7 : Construction de plasmides comprenant a la fois une cassett 
25 d'expression du regulateur transcriptionnel et une cassette d'expres ion 
inductible. 



7.1. Plasmide Jx5AS-TK-luc-hPPARg2. 
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Le plasmide pSG5-hPPARa(Koz) a ete digere par Mlul et Seal pour isoler le 
fragment Mjul-Scal de 1229 pb contenant la region 3' de I'ADN complementaire de 
hPPARa. Ce fragment a ete insere dans le plasmide pSL301 prealablement digere 
par Mlul et Smal pour donner le plasmide pSL-3'hPPARa. 
5 Le plasmide pSG5-hPPARa(Koz) a ete digere par SaM et Mlul pour isoler (e 

fragment Sall - Mlul de 1406 pb contenant le promoteur precoce du virus SV40 et la 
region 5' de I'ADN complementaire de hPPARa. Ce fragment a ete insere dans le 
plasmide pSL-3'hPPARa prealablement digere par Xhol et Mlul pour donner le 
plasmide pSL-hPPARa. 
10 Le plasmide pSL-hPPARa a ete digere par Spel et Sail pour isoler le 

fragment Spel-Sall de 2664 pb contenant le promoteur precoce du virus SV40 et 
I'ADN complementaire de hPPARa. Ce fragment a ete insere dans le plasmide 
pBluescript II SK+ prealablement digere par Spel et Sail pour donner le plasmide 
pBS-hPPARa. 

15 Le plasmide pSG5-hPPARg2 a ete digere par Avrll et Sacl pour isoler le 

fragment Avrll-Sacl de 2070 pb, note C, contenant la region 5' de I'ADN 
complementaire de hPPARg2. Un fragment d'ADN, note D, contenant la region 3' 
de I'ADN complementaire de hPPARg2, a ete amplifie par ACP en utilisant le 
plasmide pSG5-hPPARg2 comme matrice et les oligonucleotides 10RDA21 (5 1 

20 CAG GTT TGC TGA ATG TGA AGC 3' ; SEQ ID NO: 16) et 11RDA40 (5* TGA 
CGT GTC GAC CTA GTA CAA GTC CTT GTA GAT CTC CTG C 3' ; SEQ ID NO: 
17) comme amorces. Le fragment C et le fragment D, digere par Sacl et Sail , ont 
ete clones ensemble dans le plasmide pBS-hPPARa prealablement digere par 
Avrll et Sail pour obtenir le plasmide pBS-hPPARg2. 

25 Le plasmide Jx5AS-TK-pGL3 a ete digere par Kpnl et Sail pour isoler le 

fragment Kpnl-Sall de 2324 pb contenant le gene luc+ sous contrdle d'un 
promoteur inductible. Ce fragment a ete insere dans le plasmide pBS-hPPARg2 
prealablement digere par Kpnl et Sail pour donner le plasmide Jx5AS-TK-luc- 
hPPARg2. Une representation schematique du plasmide Jx5AS-TK-luc-hPPARg2 

30 est presentee dans la figure 1 6. 
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7.2. Plasmide SV-g2-J10-C-pGL3. 

5 

Le plasmide pBS-hPPARg2 a ete digere par Ngtl et S_aH pour isoler le 
fragment Npti-Sall de 2622 pb, note E, contenant I'ADN complementaire de 
hPPARg2 sous controle du promoteur precoce de SV40. Un fragment d'ADN, note 
F, contenant le site de polyadenylation du virus SV40, a ete amplifie par ACP en 

10 utilisant le plasmide FTK-pGL3 comme matrice et les oligonucleotides 18RDA31 
(5* AGT CGT CGA CGC TTC GAG CAG ACA TGA TAA G 3' ; SEQ ID NO: 18) et 
19RDA35 (5' AGT CGC TAG CGA CGG ATC CTT ATC GAT TTT ACC AC 3' ; 
SEQ ID NO: 1 9) comme amorces. Le fragment E et le fragment F, digere par Sail 
et Nhel . ont ete clones ensemble dans le plasmide Jx10AS-CMV-pGL3 

15 prealablement digere par Ngtl et Nhel pour obtenir le plasmide SV-g2-J1 0-C-pGL3. 
Une representation schematique du plasmide SV-g2-J10-C-pGL3 est presentee 
dans la figure 17. 

7.3. Plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3. 

20 

Un fragment d'ADN, note G, contenant I'ADN complementaire de hPPARg2, 
a ete amplifie par ACP en utilisant le plasmide Jx5AS-TK-luc-hPPARg2 comme 
matrice et les oligonucleotides 12RDA50 (5' GTC AGC TAG CCT ACT CGA GCC 
ACC ATG GGT GAA ACT CTG GGA GAT TCT CC 3* ; SEQ ID NO: 20) et 

25 1 3RDA42 (5' TAC GGG GTA CCC AGA CAT GAT AAG ATA CAT TGA TGA GTT 
TGG 3' ; SEQ ID NO: 21) comme amorces. Un fragment d'ADN, note H, contenant 
le promoteur minimum de hCMV-IE (de la position -54 a la position +48 par rapport 
au site d'initiation de la transcription), a ete amplifie par ACP en utilisant le 
plasmide pCMVB comme matrice et les oligonucleotides 14RDA33 (5' GTC AGC 

30 TAG CCG GTA GGC GTG TAC GGT GGG AGG 3' ; SEQ ID NO: 22) et 15RDA33 
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(5' TAC GCT CGA GCT TCT ATG GAG GTC AAA ACA 
GCG 3' ; SEQ ID NO: 23) comme amorces. Le fragment G, digere par Kpnl et Xhol 
et le fragment H, diger6 par Xhol et Nhel ont 6te clones ensemble dans le 
plasmide Jx5AS-TK-pGL3 prealablement digere par Konl et Nhel pour obtenir le 
5 plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3. Une representation schematique du 
plasmide hPPARg2-CMV-Jx5AS-TK-pGL3 est presentee dans la figure 18. 

7.4. Plasmides hPPARg2-CMV-JxnAS-CMV-pGL3. 

10 

Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a ete digere par Nhel et Sphl pour isoler le 
fragment Nhel-Sphl de 982 pb contenant la region 5" du gene luc+ sous contrdle 
d'un promoteur inductible. Ce fragment a 6te insure dans le plasmide hPPARg2- 
CMV-Jx5AS-TK-pGL3 prealablement digere par Spel et Sphl pour donner le 
15 plasmide hPPARg2-CMV-Jx1 OAS-CM V-pGL3. Une representation schematique du 
plasmide hPPARg2-CMV-JxlOAS-CMV-pGL3 est presentee dans la figure 19. 

Le plasmide Jx5AS-CMV-pGL3 a ete digere par Nhel et Sphl pour isoler le 
fragment Nhel - Sphl de 982 pb contenant la region 5' du gene luc+ sous controle 
d'un promoteur inductible. Ce fragment a ete insere dans le plasmide hPPARg2- 
20 CMV-Jx10AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Spel et Sphl pour donner le 
plasmide hPPARg2-CMV-Jx1 5AS-CMV-pGL3. 

Le plasmide Jx1 0AS-CMV-pGL3 a ete digere par Nhel et Sphl pour isoler le 
fragment Nhel-Sphl de 1151 pb contenant la region 5' du gene luc+ sous contr6le 
d'un promoteur inductible. Ce fragment a et6 inse>6 dans le plasmide hPPARg2- 
25 CMV-Jx1 0AS-CMV-pGL3 prealablement digere par Spel et Sphl pour donner le 
plasmide hPPARg2-CMV-Jx20AS-CMV-pGL3. 

EXEMPLE 8 : Comparaison d s differentes versions du systeme inductibl in 
30 vitro. 
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La figure 20 rassemble les resultats obtenus in vitro avec plusieurs versions 
du systeme inductible. Ces resultats montrent que les systemes utilisant deux 
plasmides (figure 20 lignes 1, 3 et 4) comme les systemes a un seul plasmide 
5 (figure 20 lignes 2 et 5 a 9) sont fonctionnels ; c'est a dire que la presence d'un 
ligand de PPARg (ici le BRL49653) augmente fortement I'expression du gene 
place sous le controle du promoteur inductible. On remarque egalement que pour 
certains systemes (figure 20 lignes 3 et 7 a 9) le facteur d'induction par le ligand 
est superieur a 30, et que pour le systeme presente sur la figure 20 ligne 4, 
10 I'activite apres induction est egale a celle d'un promoteur fort comme celle du 
promoteur hCMV-IE. 



EXEMPLE 9 : Differents ligands des PPAR peuvent activer le system 
IS inductible. 

9.1. Systeme utilisant hPPARg2. 

Les resultats presentes dans la figure 21 montrent que des ligands de 
20 hPPARg autres que le BRL49653, ici le RG12525 (ligand RPR de hPPARg), 
peuvent etre utilises pour activer le systeme inductible. A une concentration de 1 00 
uM, un traitement avec le RG12525 conduit meme a une induction plus forte que 
celle obtenue avec le BRL49653. Tout autre ligand de PPARg peut done etre 
utilise comme inducteur du systeme. 

25 



9.2. Systeme utilisant hPPARa. 
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De la meme manfere que pour le systeme utilisant hPPARg, un systeme 
utilisant hPPARa comme regulateur transcriptionnel peut etre active avec les 
fibrates ou le WY-1 4,643 par exemple ou tout autre ligand de hPPARa. 

EXEMPLE 10 : Le systeme inductible peut etre active in vivo, dans le muscl . 

La figure 22 rassemble les resultats obtenus in vivo , dans le muscle, avec 
differentes versions du systeme inductible. Les resultats montrent que pour les 
trois versions test6es (figure 22 lignes 2 a 4), un traitement par gavage avec un 
ligand de hPPARg est capable d'augmenter fortement, dans le muscle, I'activit6 
des promoteurs inductibles. Les facteurs deduction sont : x14 pour la version 
figure 22 ligne 2, x8 pour la version figure 22 ligne 3, et x24 pour la version figure 
22 ligne 4. De plus, pour Tune des versions (figure 22 ligne 2), I'activite obtenue 
chez les animaux traites au BRL49653 est de I'ordre de celle d'un promoteur fort 
comme le promoteur hCMV-IE. 

Les resultats, presentes dans la figure 23, montrent egalement qu'une seule 
prise de ligand peut induire le systeme, que cette prise ait lieu avant ou apres le 
transfert de gene. Cette experience montre aussi qu'une dose deux fois moins 
importante que celle utilisee habituellement, permet d'obtenir le meme facteur 
deduction. 

Le systeme, utilisant un recepteur nucleaire PPAR comme regulateur 
transcriptionnel, est done fonctionnel in vivo et peut etre induit par la prise orale 
d'un ligand des PPAR. 



41 

REVEND1CATIONS 



1 . Composition comprenant : 

(a) un premier element comprenant un acide nucteique d'interet sous controle 
5 d f un promoteur inductible comprenant un element de reponse k un PPAR et un 

promoteur transcriptionnel minimal, et 

(b) un deuxieme element comprenant un acide nucleique codant un PPAR 
sous controle d'un promoteur transcriptionnel, 

en vue de leur utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

10 

2. Composition selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'eile comprend en 
outre: 

(c) un ligand de PPAR. 

en vue d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

15 

3. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les elements 
(a) et (b) sont portes par des constructions genetiques distinctes. 

4. Composition selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les elements 
20 (a) et (b) sont assembles dans une meme construction genetique. 

5. Composition selon la revendication 3 ou 4, caracterisee en ce que la 
construction genetique est un vecteur plasmidique ou viral. 

25 6. Composition selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce que 
I'element de reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de liaison du 
PPAR. 
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7. Composition selon la revendication 6, caract6ris§e en ce que Element de 
reponse k un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO:1 ou 
de variants fonctionnels de cette sequence. 

5 8. Composition selon la revendication 6, caract6risee en ce que I'6l6ment de 
reponse k un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO: 5 
ou de variants fonctionnels de cette sequence. 

9. Composition selon les revendications 6 a 8, caracterisee en ce que I'etement de 
10 reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 k 20, plus 

preferentiellement de 5 a 1 5. 

10. Composition selon Tune des revendications 1 & 9, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal est un promoteur d'un gene cellulaire ou viral delete de 

15 region(s) non essentielle(s) k I'activite transcriptionnelle. 

11. Composition selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
promoteur inductible comprend en outre une region enhanceur. 

20 12. Composition selon Tune des revendications 1 & 11, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal et I'element de reponse a un PPAR sont dans la meme 
orientation. 

13. Composition selon I'une des revendications 1 & 11, caracterisee en ce que le 
25 promoteur minimal et r6l6ment de reponse h un PPAR sont en orientation inverse. 

14. Composition selon Tune des revendications 1 & 13, caract§ris6e en ce que 
Tacide nucleique codant un PPAR code un PPARa ou un PPARg. 
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15. Composition selon Tune des revendications 1 & 14, caracterisee en ce que 
Tacide nucleique codant un PPAR code un PPAR modifie comprenant plusieurs 
sites de liaison au ligand. 

5 16. Composition selon Tune des revendications 1 a 15, caracteris6e en ce qu'elle 
comprend en outre un element (d) comprenant un acide nucleique codant un RXR 
sous controle d'un promotteur transcriptionnel. 

17. Vecteur comprenant un element (a) et un element (b) selon la revendication 1. 

10 

18. Vecteur selon la revendication 17, caracterise en ce que les 6lements (a) et (b) 
sont en orientation opposee. 

19. Vecteur selon la revendication 17 ou 18, caracterise en ce que le promoteur 
15 inductible de Telement (a) et le promoteur transcriptionnel de I'element (b) sont 

assembles dans le vecteur pour former un promoteur bidirectionnel regulable. 

20. Vecteur selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il comprend, dans le 
sens S'-^', un premier acide nucleique codant un PPAR, un premier promoteur 

20 transcriptionnel minimal controlant Texpression dudit premier acide nucleique, 
un ou plusieurs elements de reponse & un PPAR, un deuxieme promoteur 
transcriptionnel minimal et, sous le controle dudit deuxfeme promoteur 
transcriptionnel minimal, un deuxieme acide nucleique codant un produit 
d'interet. 

25 

21. Vecteur selon Tune des revendications 17 k 20 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre un element (d) selon la revendication 16. 
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22. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 k 16 ou d'un 
vecteur selon Pune des revendications 17 a 21 pour exprimer un acide nucleique 
d'interet dans une cellule ex vivo ou in vitro. 



5 23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 1 k 16 ou d'un 
vecteur selon I'une des revendications 17 a 21 pour la preparation d'un produit 
destine a exprimer un acide nucleique d'interet dans une cellule in vivo. 

24. Procede pour I'expression regulee d'un acide nucleique dans une cellule, in 
10 vitro ou ex vivo comprenant la mise en contact de ladite cellule avec une 

composition selon Tune des revendications 1 a 16 ou un vecteur selon Tune des 
revendications 1 7 a 21 . 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il s'agit d'une cellule 
15 mammifere, de preference humaine. 

26. Procede selon la revendication 25, caracterise en ce qu'il s'agit d'une cellule 
musculaire. 

20 27. Cellule modifiee par mise en contact avec une composition selon I'une des 
revendications 1 a 16 ou un vecteur selon I'une des revendications 17 & 21 . 

28. PPAR modifie comprenant plusieurs sites de liaison au ligand. 

25 29. Acide nucleique codant pour un PPAR selon la revendication 28. 

30. Procede ^identification de ligands des PPAR, comprenant la mise en contact 
d'une cellule selon la revendication 27 avec une molecule test et la mise en 
Evidence d'une expression de I'acide nucleique d'interet. 

30 




10 



ifVI i 



nucleotides peuvent etre des residus neutres sur le plan fonctionnel, resultant par 
exemple d'etapes de clonage (extremites PCR, sites de restriction, etc.). Ces 
nucleotides peuvent aussi posseder des proprietes biologiques, permettant de 
conferer des caracteristiques ou performances ameliorees au systeme de 1'invention 

5 (amplificateur de genes de menage, amplificateur tissus specifiques, silenceur, 
intron, site d'epissage, etc.). A cet egard, dans un mode de realisation particulier de 
Tinvention, le promoteur inductible comprend en outre une region amplificatrice. 
Une telle region permet avantageusement d'augmenter les niveaux d'expression de 
Tacide nucleique d'interet. Une telle region amplificatrice (E) est preferentiellement 

10 positionnee en 3 1 du promoteur minimal, entre ce dernier et Tacide nucleique 
d'interet, selon le schema suivant (5*->3'): PPRE-Pmin-E-AN. 

D'autre part, dans les constructions de 1'invention, le promoteur minimal et 
Telement de reponse a un PPAR peuvent etre presents soit dans la meme orientation 
(c'est-a-dire dans le sens de la transcription), soit en orientation inverse (c ! est-a-dire 

15 que Telement de reponse a un PPAR est dans Torientation antisens par rapport a la 
transcription par le promoteur Pmin). Comme illustre dans les exemples, ces deux 
modes de realisation permettent un contrdle efficace de la regulation de l'expression 
in vitro comme in vivo. 

20 Comme indique ci-avant, l'element (b) des compositions selon Tinvention 

comprend au moins: 

- un acide nucleique codant un PPAR, 

- sous controle tfun second promoteur transcriptionnel. 

Les PPAR appartiennent a la superfamille des recepteurs hormonaux 
25 nucleaires, et sont regroupes dans trois groupes distincts, les PPARa, PPAR8 
(egalement appele NUC-1 ou PPARp) et PPARy. L'isolement et la sequence de 
nombreux PPAR humains ont ete decrits dans la litterature (voir notamment Sher T. 
et coll., Biochemistry, 32 (1993) 5598-5604 ; Mukherjee R. et coll., J. Steroid 
Biochem. Molec. Biol, 51 (1994) 157-166 ; Fajas L. et coll., J. Biol Chem., 272 
30 (1997) 18779-18789 ; Mukherjee R. et coll., J. Biol Chem. 9 272 (1997) 8071-8076; 




7. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que Felement de reponse 
a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO:l ou de 
variants fonctionnels de cette sequence. 

5 8. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que l'element de reponse 
a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO: 5 ou de 
variants fonctionnels de cette sequence. 

9. Composition selon les revendications 6 a 8, caracterisee en ce que l'element de 
10 reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 a 20, plus 

preferentiellement de 5 a 15. 

10. Composition selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal est un promoteur d'un gene cellulaire ou viral delete de 

15 region(s) non essentielle(s) a Pactivite transcriptionnelle. 

11. Composition selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
promoteur inductible comprend en outre une region amplificatrice. 

20 12. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal et l'element de reponse a un PPAR sont dans la meme 
orientation. 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le 
25 promoteur minimal et l'element de reponse a un PPAR sont en orientation inverse. 

14. Composition selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en ce que l'acide 
nucteique codant un PPAR code un PPARa ou un PPAR5. 
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7. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que Felement de reponse 
a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO:l ou de 
variants fonctionnels de cette sequence. 

5 8. Composition selon la revendication 6, caracterisee en ce que Telement de reponse 
a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO: 5 ou de 
variants fonctionnels de cette sequence. 

9. Composition selon les revendications 6 a 8, caracterisee en ce que Telement de 
10 reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 a 20, plus 

preferentiellement de 5 a 15. 

10. Composition selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal est un promoteur d f un gene cellulaire ou viral delete de 

15 region(s) non essentielle(s) a Tactivite transcriptionnelle. 

11. Composition selon Tune des revendications 1 a 10, caracterisee en ce que le 
promoteur inductible comprend en outre une region amplificatrice. 

20 12. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le 
promoteur minimal et l'element de reponse a un PPAR sont dans la meme 
orientation. 

13. Composition selon Tune des revendications 1 a 11, caracterisee en ce que le 
25 promoteur minimal et F Element de reponse a un PPAR sont en orientation inverse. 

14. Composition selon Time des revendications 1 a 13, caracterisee en ce que Tacide 
nucleique codant un PPAR code un PPARa ou un PPARy. 
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